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摘要 :网 状 原 角 藻 ( Protoceratium. reticulatum ) 是 能 够 形成 有 毒 赤潮 的 海洋 甲 党 党 一 ,所 产 毒 素 为 虾 夷 局 贝 毒素 ( yessotoxins , 
YTXs) ,该 藻 在 全 球 很 多 海域 中 普遍 存在 ,其 生长 与 产 毒 特征 表现 出 较 强 的 海域 差异 性 。 以 分 离 自我 国 北 黄海 海域 的 网 状 原 角 
藻 为 实验 对 象 , 人 研究 了 温度 和 营养 盐 (N、P) 限 制 对 该 藻 生 长 与 产 毒 的 有 影响。 研究 发 现 :温度 和 营养 盐 限 制 对 藻 细 胞 的 生长 和 产 
毒 均 有 影响 ,但 营养 盐 限 制 影响 更 为 显著 。 较 低 的 温度 更 适宜 P reticulatum 的 生长 ,15%C 时 无 营养 盐 限 制 的 -Si 培养 基 中 藻 
细胞 生长 最 好 。 营 养 盐 限 制 尤 其 是 P 限制 能 够 显著 降低 菠 细 胞 的 比 生长 速率 和 细胞 密度 ( P<0.01) ,缩短 藻 细 胞 指数 生长 期 和 
稳定 期 的 持续 时 间 。 所 有 温度 下 N P 限制 均 有 利于 藻 细 胞 内 毒素 累积 ,13%CP 限制 培养 基 中 单个 藻 细 胞 中 YTX 毒素 最 高 , 达 
到 92.6 pg 细胞 ,分 别 是 相同 培养 温度 下 N 限制 和 Lf-Si 电 灌 细 胞 毒素 含量 的 3.8 倍 和 7.1 倍 。 温 度 变化 对 N 和 了 限制 下 车 细 
胞 毒素 含量 影响 不 同 : 在 5 一 1S% 范围 内 , 随 温 度 开 高 SN 限制 培养 基 中 薰 细胞 YTX 含量 增幅 逐渐 下 降 , 而 P 限制 条 件 下 反之 。 
在 所 有 培养 条 件 下 ,滤液 中 毒素 含量 在 稳定 期 后 开始 增多 ,与 L-Si 相 比 ,N、P 限制 不 利于 毒素 的 释放 。 高 温 能 促进 L -Si 培养 
基 和 NN 限制 培养 基 中 毒素 的 释放 ,但 对 驮 限制 影响 不 显著 。 
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Abstract: Protoceratium reticulatum, a marine dinoflagellate that produces yessotoxins ( YTXs) , is common in coastal 
waters worldwide and can form toxic algal blooms. There are marked differences in its growth and toxin-producing 
characteristics in different areas. This study investigated the effects of temperature and nutrient (N, P) limitation on the 
growth and toxin production of P. reticulatum recently isolated from the North Yellow Sea. The results showed that 
temperature and nutrient limitation affected growth and toxin production of the alga to different degrees, but nutrient 
limitation had a more significant influence. Lower temperatures were more suitable for the growth of P. reticulatum. Growth 
of algal cells in L,-Si medium without nutrient limitation was best at 15°C. P limitation greatly reduced the specific grówth 
rate and cell density ( P « 0.01) , and shortened the duration of the exponential and stationary phases. N-limited cultures, 
in contrast, resulted in a growth rate and maximum cell density similar to those in L,-Si medium, but with a& shorter 
stationary phase. At all temperatures, both N and P limitation were favorable for the accumulation of YTX in algal cells, 
which was particularly marked in the latter. The maximum YTX content of 92.6pg/cell was observed in/1/10P medium at 
15% at the end of the stationary phase. This was approximately 3.8 times and 7.1 times that of the YTX-in the N limited and 
L,-Si medium at the same culture temperature, respectively. Changes in temperature had different influences on the content 
of intracellular YTX in N- and P-limitation cultures. In the range of 5—15*C , temperature change had a negative effect on 
YTX increase under N limitation, whereas in P-limited medium, the effect was positive. IT all.culture conditions, the YTX 
concentration in the filtrate began to increase during the stationary phase. Compared with-Lj-Si, both N- and P-limited 
media were not conducive to the release of toxins. Higher temperature helpful to YTX release in.the L,-Si and N-limited 


media, but it did not significantly affect that in the P-limited medium. 


Key Words: Protoceratium reticulatum; nutrient limitation; temperature; yessotoxin ( YTX); North Yellow Sea 


近年 来 ,有 毒 有 害 赤潮 在 全 球 很 多 海域 中 频繁 发 生 , 对 当 此 的 水 产 养 殖 、 旅 游人 类 健康 和 生命 安全 等 造 
成 了 极 大 的 危害 。 有 毒 赤 潮 的 危害 不 仅 取决 于 赤潮 藻 的 生物 量 , 还 受到 汇 细 胞 毒素 含量 的 影响 。 对 于 能 够 形 
成 有 毒 赤 潮 的 甲 汇 , 其 生长 和 产 毒 会 受到 许多 因素 的 影响 ,其 中 营养 物质 温度 、 盐 度 、 光 照 等 都 是 非常 重要 的 
影响 因子 。 但 环境 因素 对 藻 细 胞 生长 与 产 毒 的 影响 因 省 种 而 异 , 相 同 环境 条 件 下 ,不 同 的 藻 结 果 可 能 完全 
不 同 。 

网 状 原 角 薄 ( Protoceratium reticulatum) 是 广泛 分 布 于 全 球 近 岸 海水 中 并 能 够 形成 赤潮 的 有 毒 甲 藻 之 一 ， 
是 第 一 个 被 确认 产生 虾 夷 扇贝 TE ZA (yessotoxins , YTXs) AY PAA Ae EP E š 已 在 新 西 兰 '*4 .H o Aa " 
AAO! .英国 和 加 拿 大 :9 PRE Se) 1°) SE E B IE Fe REZK HP es, ZR PT RIO ER BD 
素 是 一 类 毒性 较 强 的 细胞 毒素 \ 和, 心脏、 肝脏、 神经 系统 .免疫 系统 、 细 胞 溶 酶 体 、 胸 腺 等 都 有 可 能 是 YTXs 
FEAR AAR | 。 贝 类 通过 滤 食 藻 细 胞 将 YTXs 在 体内 累积 转化 并 沿 食物 链 传递 ,对 贝 类 消费 者 及 人 类 健康 
及 生命 安全 造成 了 潜在 的 威胁 。 

目前 对 该 汇 的 研究 大 多 集中 于 其 所 产 毒 素 的 种 类 结构 及 毒素 的 检测 方法 等 ,对 于 环境 因子 对 网 状 原 角 
藻 生 长 和 产 毒 的 影响 的 研究 并 不 是 太 多 。2001 年 ,Seamer' "最 早 开 展 了 温度 、 光 照 ERE .营养 盐 单 因素 变化 
对 新 西 兰 海域 的 网 状 原 角 藻 生长 及 产 毒 的 影响 研究 ;2004 年 ,MitrovicL5 等 报道 了 微量 元 素 Fe Se 和 Co 对 相 
同 海域 中 网 状 原 角落 生长 和 产 毒 的 影响 ;之 后 , Paz 等 .和 Rodríguez 等 .分 别 报道 了 温度 、 光 照 和 盐 度 及 成 
倍 提 高 L,-Si 中 大 量 营养 盐 (N P) 的 浓度 对 西班牙 海域 的 网 状 原 角落 生长 与 产 毒 的 影响 ; Guerrini?" 等 以 分 
离 自 意大利 亚 得 里 亚 海 的 网 状 原 角 菠 为 研究 对 象 ,研究 了 盐 度 .温度 及 营养 盐 对 该 藻 产 毒 的 影响 ，Rader 
SEP 报道 了 盐 度 ,温度 及 营养 盐 对 北海 德国 湾 的 网 状 原 角 藻 生长 与 产 毒 的 影响 。 通 过 分 析 已 有 的 研究 发 现 ， 
环境 因子 会 强烈 影响 车 细胞 密度 和 藻 毒 素 的 种 类 与 组 成 ,但 是 由 于 采用 了 不 同 地 理 株 系 开展 研究 ,很 多 情况 
下 即使 环境 因子 相同 得 到 的 结果 却 不 同 甚至 相互 矛盾 。 可 见 ,党 株 生 长 YTXs 合成 及 毒素 组 分 的 变异 性 与 省 
株 的 地 理 分 布 密切 相关 。 

我 国 也 是 有 毒 赤 潮 高 发 的 国家 之 一 , 贝 类 中 赤潮 毒素 沾染 情况 亦 较 严 重 , 而 YTXs 毒素 是 近年 来 贝 类 中 
累积 含量 较 高 的 毒素 之 一 ,如 陈建华 等 从 2011 年 采 自 北 黄海 海域 的 虾 夷 扇贝 样品 中 检测 到 的 YTX 毒素 含量 
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竟 高 达 6.68x l0 ug/kg 7 ,大 大 超出 了 欧盟 规定 的 安全 食用 标准 (3750 pg/kg) ,严重 威胁 消费 者 的 食用 安 
全 。2014 年 国家 海洋 环境 监测 中 心 梁 玉 波 研究 团队 成 功 从 北 黄 海 海域 分 离 纯化 到 1 株 网 状 原 角 洛 ,这 也 是 
目前 国内 首次 分 离 到 产 YTXs 的 网 状 原 角 汇 , 为 进一步 研究 该 党 生长 . 产 毒 赤潮 发 生发 展 及 防 控 毒素 危害 
及 致 毒 机 理 等 提供 了 最 基本 的 研究 材料 。 

由 于 是 首次 在 我 国 海域 中 分 离 到 网 状 原 角 涝 , 关 于 该 株 党 生长 和 产 毒 的 相关 信息 尚 为 空白 ,加 之 近海 贝 
类 中 YTXs 污染 情况 严重 ,进行 相应 的 研究 就 显得 非常 迫切 和 必要 。 本 研究 以 北 黄海 域 的 网 状 原 角 汇 为 研究 
对 象 ,选择 对 洽 细 胞 生长 和 产 毒 影响 比较 显著 的 两 个 环境 因子 一 一 温度 和 营养 盐 ,研究 不 同 温度 和 NXP 营养 
盐 限 制 条 件 下 该 藻 的 生长 与 产 毒 情况 的 变化 ,为 更 深入 地 了 解 该 藻 存 在 .大量 繁殖 与 现场 环境 因子 之 间 的 联 
系 , 补 充 该 藻 的 生理 生态 学 相关 信息 ,预防 该 藻 赤 淹 爆 发 及 海洋 食品 安全 提供 数据 参考 。 


1 材料 与 方法 


11 JE 

实验 用 网 状 原 角 汇 采 自 北 黄海 海域 ,经 分 离 纯 化 而 得 。 

藻 种 培养 所 用 海水 取 自 青岛 石 老人 海水 浴场 , 盐 度 为 31, pH W 7.940. dg MUR 0.45 um 微 孔 滤 膜 过 
滤 , 转 移 至 三 角 瓶 中 高 温 高 压 (120% , 0.12 MPA) 灭 菌 冷却 至 室温 , 按 比 例 加 入 除 菌 的 匹 Si L 培养 基 ( L,-Si) 
(Guillard 和 Hargraves, 1993) 7?! ,于 15°C ,光照 强度 为 90 pmol ms !' 的 恒温 恒 湿 的 气候 室 中 培养 , 光 暗 比 为 
12h:12h, 
1.2 实验 方法 
1.2.1 实验 设计 

实验 中 共 设 4 个 温度 梯度 ,分 别 为 510 15 、20°C ;在 每 个 温度 下 再 设 3 种 培养 基 ,分 别 为 Li-Si 培养 基 、N 
限制 L,-Si 培养 基 (N 浓度 为 Li-Si 中 的 1Z10, 以 下 简称 为 TIZION) P 限制 Li-Si 培养 基 (P 浓度 为 Li-Si 中 的 
1/10, 以 下 简称 为 1/10P) , 共 12 种 组 合 ,每 种 组 合 设 3 个 平行 样 ,试验 周期 为 48 d. 

在 实验 正式 开始 前 ,将 网 状 原 角 藻 在 相应 的 温度 条 件 下 驯化 一 个 培养 周期 。 

实验 采用 一 次 性 培养 的 方法 。 将 近 岸 海水 经 过 孔径 为 0.22 um 的 微 孔 滤 膜 过 滤 并 高 温 灭 菌 后 ,按照 不 同 
的 N 了 浓度 添加 工 培养 基 各 种 营养 盐 储 备 液 (经 0.2 um 一 次 性 无 菌 针头 滤器 (g25 mm, Pall, USA) 过 滤 除 
Pal) ,配制 成 实验 需要 的 3 种 培养 基 ,并 将 配制 好 的 培养 基 置 于 实验 需要 的 不 同 培养 温度 下 进行 同步 化 。 取 
经 驯化 后 的 平台 期 藻 细 胞 进行 接种 ;初始 接种 密度 均 为 500 个 细胞 ]mL ,培养 体积 均 为 1000 mL, 置 于 GZX- 
250BS- 工 型 光照 培养 箱 (LE 海 新 苗 医 疗 器 械 厂 ) 内 培养 , 光 强 为 90 umol m ^ s^! , 光 暗 周期 为 12h:12h。 接 种 当 
天 取样 ,之 后 每 3 d 取 \1 次 样 ,时 间 为 18 :00 点 ,试验 中 所 测 参 数 之 所 需 样品 的 采集 均 同步 进行 。 
1.2.2 样品 采集 、 处 理 及 分 析 

(1) 灌 细胞 计数 、 形 态 观 察 及 比 生长 速率 计算 

自 接种 日 起 每 3d 取 1 次 样 ,取样 前 轻 轻 晃动 培养 瓶 ,使 藻 液 充分 混 匀 。 取 2 mL 藻 液 ,加 入 1% Lugol's fft 
Yi Ta Te is ,用 浮游 植物 计数 板 在 TE2000 倒置 显微镜 (Nikon, Japan) 下 计数 ,同时 观察 细胞 形态 的 变化 。 

藻 的 比 生长 速率 按 以 下 公式 计算 ; 比 生长 速率 (jy)= (InN, 7InN,)/. (tito), 式 中 以为 比 生 长 速率 (qd ) ， 
A 和 Nj 分 别 为 吉 和 ti 时间 的 细胞 密度 。 

(2) 毒素 提取 与 分 析 

藻 毒 素 提 取 W20 mL 藻 液 , 低 真 空 度 抽 滤 至 CF/F 膜 (g25 mm, Whatman"" , UK) ,同时 收集 滤液 用 于 胞 
外 毒素 分 析 。 将 带 有 藻 细 胞 的 滤 膜 前 碎 后 ,用 4mL 80% 的 甲醇 冰 浴 中 超声 破碎 ,反复 镜 检 ,直至 细胞 全 部 破 
TE. 4°C ,6500 r/min 离心 10 min, 收 集 上 清 ;重复 提取 1 次 ,合并 两 次 的 上 清 液 ,80% 甲 醇 定 容 至 10 mL, JH 
0.22 pm 的 尼龙 膜 (g13 mm, SASK ,北京 ) 过 滤 ,滤液 置 于 -20% 保存 至 分 析 。 

胞 外 毒素 提取 ”根据 Paz 5€ 07 的 方法 并 稍 作 调 整 收集 滤液 中 的 毒素 。 具 体 洗 脱 步骤 为 :依次 用 10 mL 
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70% P REFI 10 mL 20% 的 甲醇 平衡 固 相 萃取 (SPE ) 小 柱 后 ,将 20 mL 滤液 上 样 到 SPE 小 柱 ; 用 10 mL 20% 的 
甲醇 洗 脱 SPE 小 柱 , 弃 掉 洗 脱 液 ;之 后 ,用 10 mL 7096 的 甲醇 洗 脱 SPE 小 柱 , 收 集 洗 脱 液 , 用 0.22 pm 的 尼龙 
膜 过 滤 ,滤液 置 于 -20%C 保存 至 分 析 。 

毒素 的 分 析 检 测 “采用 高 效 液 相 色谱 -串联 质谱 (HPLC-MSZMS) 法 进行 藻 毒 素 和 胞 外 毒素 的 检测 。 液 相 
色谱 -质谱 系统 为 Agilent1200 液 相 系统 (包括 G1311A 四 元 泵 、G1313A 自动 进 样 器 , G1316A 柱 温 箱 ); 
APIA000 三 重 四 极 杆 质谱 检测 器 ( Applied Biosystems GmbH, Germany) ,离子 源 为 ESI 电 喷 雾 离 子 源 ; 液 相 色 
RAEN Phenomenex RP C18 }¥(150x3.0mm, 5um) 。 

液 相 色 谱 条 件  WDDDAH A HKE 0.1% 甲 酸 ,5 mmol/L PREX) ,流动 相 B 7g 95% CHAKA ( & 0.1% 
甲酸 ,5 mmol/L PREX) ;流速 为 0.3 mL/min, 进 样 体积 10 pL, 柱 温 30%C ,梯度 洗 脱 程序 如 表 lL 所 示 。 质 谱 检 
WEH ”采用 ESI+/- 切 换 多 参数 扫描 方式 (MRM ) ,各 项 参数 见 表 2 和 表 3 。 


表 1 液 相 梯度 洗 脱 程序 
Table 1 Liquid chromatography process of gradient elution 


FIBL/mi pest ; 二 间 / | pum . 
时 | l/min ifi. 3&/ ( mL/min ) m^ B/% 时 | Mai 流速 / ( mL/min ) n» Ki 
Time Flow rate Time Flow rate 
0 0.3 70 30 9.1 0.3 70 30 
2 0.3 10 90 15 0.3 70 30 
9 0.3 10 90 


A: KCE 0.1% FAB ,5 mmol/L PREZ) ;B: 95% Z. KY ( & 0.1% FA ,5 mmol ALAR ER) 


表 2 多 反应 监测 参数 ( 正 离子 模式 ) 


Table 2 Parameters of multiple reaction monitoring ( Positive ion mode) 


Q1 Mass/ (Da) Q3 Mass/( Da) ! 时 间 毒素 DP /( volts) EP/ ( volts) CE/ ( volts) CXP/ ( volts) 
Time( msec ) Toxins 
508.4 490.4 100 GYM 100 10 34 10 
692.3 674.6 100 SPX1 100 10 44 10 
876.3 823.3 100 PTX2 100 10 36 10 
842.5 824.5 100 AZA1 100 10 30 10 
QI Mass: 四 级 杆 质谱 1 Quadrupole mass 1; Q3 Mass: 四 级 杆 质 谱 3 Quadrupole mass 3; DP: ES Lui Declustering potential ; EP ; f A 电压 
Entrance potential; CE: 碰撞 电压 Collision energy ; CXP tili 35 H O FB FR Cell exit potential 
RI 多 反应 监测 参数 (负离子 模式 ) 
Table 3... Parameters of multiple reaction monitoring ( Negative ion mode) 
Q1 Mass/ (Da) Q3 Mass/ (Da) : 时 间 毒素 DP /(volts) EP/ (volts) CE/ ( volts) CXP/ ( volts) 
Time( msec ) Toxins 
803.6 255.1 200 0A —100 -10 -65 -15 
1141.6 1061.6 100 YTX 一 100 -10 -36 -15 
1155.5 1075.5 100 hYTX —-100 -10 -36 -15 
1157.5 1077.5 100 45-OH-YTX —-100 -10 -36 =15 
803.8 255.2 100 DTX2 -150 -10 -65 -15 
817.9 255.2 100 DTX1 -126 -10 -65 -15 


1.2.3. 数据 处 理 与 分 析 

采用 SPSS 13 统计 软件 分 别 进行 方差 的 单 变量 分 析 和 多 重 比较 分 析 , 分 析 不 同 温度 和 N、P 限制 对 网 状 
原 角 灌 生 长 及 产 毒 是 否 具有 显著 影响 。 设 定 w= 0.05 ,数据 以 M+S.D. 表 示 (n=3)。 当 P<0.05 时 具有 显著 性 
差异 ,P<0.01 时 具有 极 显 著 差 异 。 男 外 ,利用 Origin 9.0 作 图 软件 进行 作 图 分 析 。 


2 实验 结果 


2.1 温度 和 NP 限制 对 网 状 原 角 藻 生长 的 影响 
根据 图 1 和 图 2 ,温度 和 营养 盐 限 制 均 对 沁 细 胞 的 生长 有 影响 ,但 影响 的 程度 与 细胞 生长 阶段 不 同 。 


http ://www.ecologica.cn 


12 期 高 春兰 ”等 :温度 和 营养 盐 限 制 对 网 状 原 角 洛 生长 与 产 毒 的 影响 4221 
18000 p 8000 
Lı-Si 1/10N 
16000 i 6000 
14000 i 14000 
4 
12000 T } + 2000 
市 至 ES 
10000 i 中 人 人 | $ 0000 f i bo. i 
8000 + ^ TE : i 8 8000 - pi 
6000 上 » 7 6000 上 15) j HIT 
i 
_ 4000 + 4000 A $265 i 
d g* ms 
E 2000 2000 上 
D s z $ . 
+ 3 0 a 1 1 0 [J 1 1 1 1 1 ] 
2s 0 6 12 18 24 30 36 42 48 6 12 18 24 30 36 4 4s 
c 18000 培养 时 间 
z 1/10P Incubation time/d 
7 16000 
14000 上 
12000 
* sc 
10000 o Nc 
8000 上 A. 15C 
D 20? 
6000 p n Tr 
4000 ! ' skids = 
$ 4 E m 8 *5$ 
2000 AT x 8 - 
£ lal B ox ox 
TRUM E 35. Mi 
0 6 12 18 24 30 36 421 48 


培养 时 间 
Incubation time/d 
图 1 不 同 温度 和 营养 盐 条 件 下 网 状 原 角 藻 的 生长 情况 


Fig.1 Growth curves of P.-reticulatum cultured at different temperature and nutrient levels 


在 所 有 温度 条 件 下 ,网 状 原 角落 均 在 亚 , -Si 培养 基 035 
中 生长 最 好 ,最 大 细胞 密度 和 比 生长 速率 也 出 现在 该 培 
养 基 中 , P 限制 则 显著 抑制 藻 的 组 长 。 以 15Y 为 例 ,P 
限制 培养 基 中 最 大 细胞 密度 和 吡 生长 速率 分 别 为 0.47 
x10 个 细胞 拭 和 0.132 dy , 仅 为 Li-Si 的 一 半 ,差异 极 
显著 (P<0.01) ; Jh , P, 限制 明显 缩短 了 汇 细 胞 的 指数 
生长 期 和 稳定 期 了 与 b-Si 培养 基 相 比 至 少 提 前 6d 结束 
旧 数 生长 期 ;N 限制 明显 缩短 了 稳定 期 的 持续 时 间 , 对 
和 数 生 长 期 省 细胞 的 生长 影响 不 大 。 A m 
温度 的 影响 主要 体现 在 L-Si 和 N 限制 培养 基 中 培养 基 Medium 
注 细 胞 指数 生长 期 阶段 ,在 此 阶段 洛 细 胞 的 生长 基本 与 。 图》 不 同 温度 和 营养 盐 条 件 下 网 状 原 角 营 比 生长 速率 的 变化 
温度 变化 呈正 相关 ,高 温 区 (15% 和 20°C ) 和 低温 区 Fig.2 Changes of specific growth rate of P. reticulatum in the 
(5A 10°C ) 之 间 细 胞 密度 差异 显著 (P<0.05) 。 但 在 exponential phase at different temperature and nutrient levels 
P 限制 培养 基 中 ,5 一 15C 范围 内 沪 细 胞 的 生长 与 温度 
变化 呈 负 相关 。 指 数 生 长 期 后 ,温度 的 影响 在 营养 盐 限 制 的 培养 基 中 变 得 不 明显 , 藻 细 胞 密度 均 开始 下 降 并 
快速 进入 衰败 期 ;20%CL-Si 培养 基 中 藻 细 胞 也 表现 出 相似 的 生长 情况 ,但 其 余 温 度 下 藻 细 胞 在 经 过 较 长 的 稳 
定期 后 密度 又 出 现 “ 返 增 ” 现 象 。 
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2.2 温度 和 NP 限制 对 网 状 原 角落 产 毒 的 影响 
2.2.1 温度 和 NP 限制 对 网 状 原 角 藻 胞 内 YTX 含量 的 影响 

HPLC-MS/MS 检测 发 现 , 网 状 原 角 藻 主要 产 YTX 及 少量 YTX 衍生 物 , 其 中 YTX 占 到 96% ,所 以 本 实验 
中 主要 以 YTX 含量 的 变化 来 考察 温度 和 N P 限制 对 其 产 毒 的 影响 。 

研究 发 现 , 在 所 有 培养 条 件 下 ,网 状 原 角 藻 胞 内 YTX 含量 随 着 藻 细 胞 的 生长 阶段 有 着 相同 的 变化 的 趋 
势 . 指 数 生 长 期 藻 细 胞 内 YTX 含量 较 稳 定 ,从 指数 生长 期 后 期 开始 , 胞 内 YTX 浓度 开始 急剧 增加 ,稳定 期 末 
期 时 达到 最 高 ,之 后 开始 下 降 。 
与 无 营养 盐 限 制 相 比 ,N P 限制 能 显著 提高 网 状 原 角落 胞 内 YTX 的 含量 。1Z1ON 培养 基 中 ,从 指数 生长 
期 后 期 或 稳定 期 前 期 ,各 温度 下 胞 内 YTX 含量 开始 明显 升 高 ,但 增幅 与 温度 变化 呈 负 相关 :53 时 YTX 含量 
最 高 , 约 为 30 pg 细胞 ,15% 和 20% 时 毒素 含量 降低 到 20 pg 细胞 左右 ;1Z10P 培养 基 中 ,从 指数 串 长 期 的 中 
期 开始 , 胞 内 YTX 含量 就 开始 升 高 , 略 早 于 I-Si 和 1/10N 培养 基 。 在 5—15 C 范围 内 , 胞 内 YTX SERA 
温度 升 高 而 升 高 ,20%C 时 ,毒素 含量 开始 下 降 , 其 中 15% 时 稳定 期 末期 单个 藻 细 胞 中 ANEX 毒素 含量 最 高 ,达到 
92.6 pg/ 细 胞 ,显著 高 于 其 余 3 个 温度 (P<0.01) (图 3)。 
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培养 时 间 
Incubation time/d 
图 3 不 同 温度 和 营养 盐 条 件 下 网 状 原 角 藻 胞 内 YTX 浓度 变化 情况 


Fig.3 Changes of intracellular YTX concentration of P. reticulatum at different temperature and nutrient levels 


2.2.2 温度 和 NP 限制 对 网 状 原 角 汇 胞 外 YTX 含量 的 影响 

滤液 中 的 YTX 毒素 主要 来 源 于 省 细胞 正常 代谢 分 泌 和 死亡 细胞 的 释放 而 来 。 指 数 生 长 期 和 稳定 期 细胞 
死亡 较 少 ,滤液 中 的 毒素 主要 来 源 于 洛 细 胞 的 代谢 分 泌 , 而 稳定 期 以 后 细胞 逐渐 衰败 死亡 , 胞 内 大 量 毒素 释 
放 。 为 了 客观 地 评价 温度 和 营养 盐 限 制 对 网 状 原 角 汇 胞 外 YTX 毒素 含量 的 影响 ,本 研究 只 比较 指数 生长 期 
和 稳定 期 滤液 中 毒素 含量 的 变化 。 为 了 便于 胞 内 和 胞 外 毒素 进行 比较 ,根据 测定 的 滤液 中 毒素 的 浓度 及 相应 
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的 细胞 密度 ,将 滤液 中 YTX 毒素 折算 成 单 细 胞 浓度 ,从 2.40 


而 比较 胞 内 和 胞 外 毒素 的 细胞 配额 的 变化 。 EMI Bun 
从 图 4 可 以 看 出 ,在 所 有 培养 条 件 下 及 各 个 不 同 的 。 EE 10 sw 

生长 阶段 ,滤液 中 YTX 毒素 的 浓度 均 很 低 。 不 论 是 指 BS 120 

数 生长 期 还 是 稳定 期 ,LSi 培养 基 滤液 中 YERA É oo 

量 显著 高 于 N 和 了 限制 下 滤液 中 YTX 毒素 含量 (P< — 4 a — Ta 

0.01) , 且 随 温度 升 高 明显 升 高 ; N 和 了 限制 均 不 利于 id Sn sm] ES [ag 

YTX 的 释放 ,高温 能 加 剧 N 限制 下 YTX 毒素 的 释放 ， Li-Si ~ 1/10N ~ 1/10P 

但 对 P 限制 无 显著 影响 。 Waid a S 

3 Wit 图 4 不 同 温度 和 营养 盐 条件 下 指数 生长 期 和 稳定 期 滤液 中 YTX 

毒素 的 细胞 配 比 


3.1 温度 和 N P 限制 X 网 状 原 角落 生长 的 影 响 Fig.4 Percentage of YTX in the media filtrates of P. reticulatum 

温度 是 影响 赤潮 生物 生长 繁殖、 代谢 等 的 重要 环 — im the exponential and the stationary phase respectively at 
境 因子 ,也 是 赤潮 爆发 的 关键 影响 因子 之 一 。 每 种 赤潮 different temperature and nutrient levels 
生物 都 有 自己 生存 的 最 适 生 长 温度 和 温度 范围 。 本 研 
究 中 采用 的 网 状 原 角 藻 是 2014 年 5 月 首次 分 离 自 我 国 的 北 黄海 海域 ,当时 该 藻 以 较 高 密度 存在 于 5 m 以 浅 
的 表层 海水 中 ,海水 表层 温度 在 13% 左右 。 而 本 研究 的 实验 结果 表明 , 广 20°C AY L -Si 培养 基 中 , 藻 细 胞 比 生 
长 速率 和 指数 生长 期 结束 时 藻 细 胞 密度 最 高 ,分 别 为 0.256 d^ RI X10" AT , 比 15*C 时 略 高 (分 别 为 0.252 
d fl 1.04x107/L ^) ;但 在 20%C 时 , 藻 细 胞 在 指数 期 结束 后 很 快 就 进入 衰退 期 , 藻 细 胞 密度 降 为 原来 的 70% ; 
而 1$% 条 件 下 , 沙 细 胞 在 经 过 较 长 的 稳定 期 后 细胞 密度 又 开始 增加 。 另 外 ,在 预 实验 中 我 们 也 发 现 ,20% 培 
养 时 , 藻 细 胞 的 生长 周期 比 低温 度 条 件 下 短 ,25%C 接 养 条 件 下 菏 细 胞 密度 很 低 , 且 藻 细胞 严重 变形 ;而 30% 时 
在 接种 后 的 较 短 时 间 内 藻 细 胞 即 死亡 ( 预 实 输 的 结果 ,未 显示 ) ,可见 ,该 株 藻 适 宜 在 较 低温 度 下 生长 。 
Guerrini 等 (时 和 Röder 等 [中 分 别 以 分 离 自 草 天 利和 德国 近 岸 海域 的 网 状 原 角 灌 进 行 研 究 也 发 现 20C 和 15*C 
分 别 是 上 述 两 株 藻 的 最 适 生 长 温度 。Koike 7" 在 对 日 本 北部 Okkirai Bay 水 体 中 网 状 原 角落 种 群 的 季节 变 
化 进行 了 1 周年 的 调查 后 发 现 , 温 度 在 8.23 一 19.99C 范围 内 ,水 体 中 能 够 检测 到 网 状 原 角 藻 细 胞 ,形成 赤潮 
并 且 细 胞 密度 达到 峰值 时 水 温 在 14.3 一 16.53 人 之 间 。 在 我 国 北 黄海 海域 分 离 到 的 网 状 原 角 沪 与 上 述 研究 中 
的 藻 株 的 适宜 生长 温度 非常 接近 辟 E 测 其 在 北 黄海 海域 大 量 增殖 并 引发 赤潮 最 有 可 能 是 在 春 末 夏 初 季节 ,这 
与 现场 调查 结果 也 广 致 A Okolodkov 等 .在 通过 分 析 1976—1999 年 期 间 欧 亚 北 极地 区 的 28 次 调查 (539 个 
站 位 ,1810 个 样品 ) 的 数据 和 500 多 篇 相关 文献 后 得 出 :网 状 原 角 藻 分 布 范 围 大 致 在 25 一 0% 等 温 线 之 间 , 主 
要 分 布 在 15°C 等 温 线 附近 海域 。 上 述 研究 结果 也 解释 了 为 什么 在 热带 海域 较 少 发 生 该 党 赤潮 [六 于 2 。 

水 体 中 氮 . 磷 的 种 类 组 成 和 含量 不 仅 对 赤潮 生物 的 生长 .生理 生化 过 程 有 着 重要 的 影响 ,而 且 对 赤潮 形 
成 的 规模 和 程度 也 起 着 决定 性 的 作用 。 

本 研究 结果 表明 ,网 状 原 角 汇 的 生长 更 多 地 受 P 限制 的 影响 而 不 是 N 限制 , 汇 细 胞 大 量 增殖 时 对 P 的 需 
求 较 大 , 当 环 境 中 P 的 浓度 比较 低 时 ,P 可 能 成 为 网 状 原 角 东 生长 的 限制 因子 。 这 与 Guerrini 等 中 和 Röder 
等 b 引 对 网 状 原 甲 藻 的 研究 结果 相同 ,也 与 其 他 许多 产 腹泻 性 贝 毒 .和 麻痹 性 贝 毒 中 的 甲 藻 中 的 研究 结 
果 相 同 。 另 外 ,Rodrfguez 等 .开展 的 网 状 原 角 藻 对 大 量 营 养 盐 需求 的 研究 结果 也 间接 证 实 了 上 述 结论 。 他 
们 发 现 ,L, 培 养 基 中 了 的 浓度 远 远 不 能 满足 网 状 原 角 藻 生 长 的 需要 , 当 P 的 浓度 增加 到 217 pmol/L(6xL, ) 时 
藻 细 胞 的 生长 速率 和 生物 量 达 到 最 大 ,超过 此 浓度 藻 细 胞 的 生长 才 会 受到 抑制 ;而 N 在 882 pmol/L(1xL) 一 
8824 jumol/L( 10xL, ) 浓 度 范 围 内 对 藻 细 胞 的 生长 均 无 明显 影响 ,本 研究 中 将 N 浓度 降低 至 88.2 pmol/L(1/ 
10xL, ) 时 ,对 汇 细 胞 的 生长 影响 也 不 显著 ,推测 该 党 对 NN 浓度 的 改变 不 敏感 。 但 是 根据 实验 室 的 研究 结果 外 
推 现场 中 藻 的 生长 状况 是 很 难 的 ,即便 是 现场 调查 的 结果 ,也 很 难得 出 确切 的 结论 ,如 Koike 等 ' 池 在 现场 调 
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查 中 发 现 环境 中 的 N 和 P 浓度 与 网 状 原 角 东 的 爆发 性 增殖 之 间 的 没有 相关 性 ,网 状 原 角 藻 赤 潮 发 生前 后 水 
体 中 N 和 了 的 浓度 始终 处 于 较 低 的 浓度 水 平 。 

研究 中 还 发 现 ,稳定 期 后 期 ,Li-Si 培养 基 中 汇 细 胞 密度 却 出 现 明显 的 返 增 现象 ,这 可 能 是 取样 后 期 培养 
瓶 中 培养 液体 积 减 少 ,空气 增多 ,细胞 周围 气体 不 断 更 新 和 交换 ,加 之 Li-Si 培养 基 中 NP 营养 盐 本 身 就 过 
量 ,培养 后 期 仍 有 剩余 , 几 种 因素 共同 促进 了 细胞 的 生长 和 繁殖 。 由 于 本 研究 并 未 对 培养 过 程 中 营养 盐 的 变 
化 进行 检测 ,所 以 Li-Si 培养 茜 中 藻 细 胞 密度 在 衰败 期 返 增 现 象 的 具体 原因 还 需要 进一步 的 研究 。 

3.2 温度 和 NP 限制 对 网 状 原 角 汇 产 毒 的 影响 

温度 对 有 毒 甲 汇 产 毒 能 力 的 影响 存在 明显 的 种 间 差 异 ,即使 是 同一 种 甲 汇 ,不 同 地 理 株 系 间 产 毒 情况 字 
不 完全 相同 。 本 研究 中 ,在 无 营养 盐 限 制 的 L -Si 培养 基 中 ,温度 对 网 状 原 角 藻 的 产 毒 能 力 影 响 不 大 。 这 与 
Manuel? 研究 分 离 自 格陵兰 岛 附近 海域 的 网 状 原 角 菠 产 YTX 的 能 力 随 温度 变化 情况 相 友 致 ;而 Röder SE 
的 研究 表明 分 离 自 德国 北海 湾 的 网 状 原 角 藻 在 低温 下 产 YTX 的 能 力 更 强 ; 另 外 ,Gueriii 等 "站 研究 却 发 现 ， 
在 较 高 温度 (26%C ) 下 ,分 离 自 意大利 海域 的 网 状 原 角 藻 能 够 产生 更 多 的 YTX。 但 是 ,温度 对 汇 细 胞 产 毒 的 影 
响 在 有 营养 盐 限 制 或 不 足 时 变 得 比较 显著 ,这 可 能 是 营养 盐 限 制 使 毒素 合成 过 程 中 某 些 酶 的 活性 对 温度 更 加 
敏感 ,从 而 直接 或 间接 影响 毒素 的 合成 。 

有 研究 表明 ,在 营养 平衡 的 条 件 下 ,藻类 产 毒 量 往往 较 低 ; 而 当 营 养 失 衡 , 尤 其 是 在 低 磷 浓度 的 条 件 下 ,能 
够 刺激 藻类 产 毒 增加 ,高 浓度 溶解 无 机 磷 ,往往 不 利于 毒素 的 蓄积 .3 ,本 研究 结果 也 支持 上 述 观 点 。 在 15%C 
P 限制 培养 基 中 稳定 期 的 藻 细 胞 中 YTX 含量 最 高 ,达到 92.6 pg/ 细 胞 ,是 同一 温度 相同 生长 阶段 Li-Si 培养 基 
中 的 7 倍 有 余 。 由 于 了 限制 情况 下 ,细胞 密度 显著 降低 而 细胞 体积 变 大 ,如 果 以 单位 体积 培养 液 来 衡量 毒素 
含量 的 变化 ,那么 磷 限 制 对 毒素 合成 的 影响 就 明显 削弱 莉 类 似 的 结果 在 以 往 对 亚历山大 藻 的 研究 中 已 被 多 
次 报道 1。 尽管 如 此 ,P 限制 下 单位 体积 培养 液 中 YEX 的 合 量 仍 是 营养 盐 平衡 条 件 下 的 1.5 一 2 倍 。 

甲 藻 对 营养 物质 吸收 的 能 力 比 其 它 藻 类 差 ,在 营养 限制 条 件 下 , 甲 藻 的 竞争 能 力 会 比 其 他 硅 藻 和 无 毒 甲 
Bee) ,而 毒素 的 产生 可 能 是 其 对 低 营养 利用 察 的 一 种 补偿 性 竞争 策略 '1 ,可 以 作为 对 摄食 浮游 藻类 生物 
的 威慑 ,防止 被 摄食 ; 当 营 养 不 平衡 时 ,毒素 作 级 营养 储存 化 合 物 , 也 可 以 减轻 某 些 过 剩 营养 物质 对 薄 造 成 的 
ASIE mq U^. YTX 为 多 环 聚 醚 类 化 合 物 ,其 分 子 中 不 含 N LP 原子 ,营养 盐 对 其 合成 的 影响 可 能 是 通过 直 
接 或 间接 影响 与 YTX 合成 相关 酶 及 相关 中 间 产 物 来 实现 的 。 通 过 稳定 性 同位 素 投 喂 实 验 发 现 ,YTX 分 子 中 
碳 骨 架 结构 起 源 于 聚 酮 类 化 含 物 \polyketides) ,而 聚 酮 类 化 合 物 碳 链 的 组 装 在 一 定 程 度 上 与 脂肪 酸 的 合成 
HEE?) 。 根 据 以 上 推测 , 当 N\P 限制 时 ,YTX 毒素 的 合成 可 能 与 网 状 原 角 藻 细胞 的 脂肪 酸 代谢 有 关 , 但 这 需 
要 实验 来 验证 。 

关于 滤液 中 YTX 的 含量 ,Cuerrini 等 (8 与 paz 等 ' 趾 均 认为 滤液 中 检测 到 的 YTX 是 由 细胞 死亡 后 释放 到 
培养 基 中 导致 的 。 本 研究 的 结果 也 基本 与 上 述 观 点 一 致 ,高 温 及 稳定 期 中 后 期 后 死亡 细胞 增多 ,滤液 中 的 
YTX 浓度 逢 高。 但 本 人 研究 中 ,无 论 在 什么 培养 条 件 下 ,整个 培养 过 程 中 ,只 有 很 少 一 部 分 YTX 释放 到 滤液 中 ， 
这 与 Röder 等 " 生 对 分 离 自 德国 北海 的 网 状 原 角 车 在 N 限制 下 释放 4396 HK) YTX 毒素 到 滤液 中 的 研究 结果 不 
同 ,这 可 能 由 于 不 同 株 系 不 同 培养 条 件 及 检测 方法 等 不 同 所 导致 。 

结 


4 结论 


温度 和 营养 盐 限 制 对 网 状 原 角 藻 生 长 和 产 毒 均 有 影响 ,其 中 营养 盐 的 影响 更 为 显著 和 强烈 。 
本 研究 中 ,网 状 原 角 藻 在 15%CL,-Si 培养 基 中 生长 最 好 ;NP 限制 均 有 利于 YTX 毒素 的 合成 和 累积 ,15%C 
时 P 限制 培养 基 中 胞 内 YTX 含量 最 高 。 
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